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摘 要: 贻贝黏附蛋白作为一种潜在的环保性生物黏合剂, 在医学以及水下应用等方面具有潜在价值。为了研究翡
翠贻贝足部黏附蛋白( Pv fp)作为生物黏合剂的黏附特性,利用酸提取法提取 Pv fp, 并对其进行不同材料表面包被能
力分析,以石英晶体微天平( QCM )检测蛋白在金表面的黏附量,分析该蛋白对细胞及组织的黏附能力以及细胞毒
性。对不同材料表面包被能力以及 QCM 分析结果显示, P vfp 具有与 Cell TakTM相似甚至更佳的吸附能力; 细胞黏
附结果显示, Pvf p具有比 Cell T akT M和 PLL ( poly L lysine)更强的细胞黏附能力; 对 H ela 细胞和 293T 细胞的毒性
分析结果显示, Pvf p没有细胞毒性; 组织黏附结果显示, Pv fp 可以黏接断裂的小鼠股骨; 黏接聚氯乙烯材料和黏接
猪的断裂股骨实验结果表明, Pvf p具有比医用生物蛋白胶更强的抗张强度。提示, Pvf p 蛋白可能作为有效的细胞
和组织黏合剂而广泛应用于生物技术领域, 并在临床应用生物黏合剂中具有潜在应用价值。
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Abstract: Mussel adhesiv e pro teins have at tracted increasing inter ests for their potential use as env ir onmentally
fr iendly bioadhesives in medicine and aqueous conditions. In this study, sur face coating analysis, quart z cr ystal mi
crobalance ( QCM) , cell and bone tissue adhesion and cy toto xicity assay were used to study the proper ties of the
Perna v ir idis fo ot prot eins ( Pv fp) ex tract as bio adhesive. T he r esults o f co at ing ability on var ious materia ls and
QCM analy sis revealed that Pvfp ex tr act has comparable or super ior adsorbt ion abilit y to that o f Cell T akT M ( the nat
ur ally ex tracted MAP mix ture from Mytilus edul is, and has been commercialized) , and also , the cell adhesion ability
of Pvfp ext ract w as str onger than that of Cell T akT M and po ly L ly sine. No cyto tox icity w as det ected using human
H eLa and 293T cells. Furthermo re, br oken bones o f mouse could be stuck tog ether by use of Pv fp ex tract. In bulk
scale adhesion tests, P vfp ext ract show ed much g reater tensile str eng th than did fibr in glue for cong lutinating po ly
( vinl chlo ride) sticks and for binding tog ether pig s femur segments. T hese results suggested that Pvfp ex tr act be an
efficient cell and tissue adhesive in biotechno lo gical application and it might be a po tent ial bioadhesiv e in medical prac
tice.
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称为黏附盘, 由 6 种不同的黏附蛋白 足蛋白( foot
protein 1~ 6, fp 1~ fp6)
[ 1]
组成。这些黏附蛋白中
的多巴( DOPA, L 3, 4 二羟基苯丙氨酸)含量都很
高,而多巴是由酪氨酸残基经羟基化修饰后的产
物[ 1] 。在这 6种足蛋白中 fp 1、fp 3 和 fp 5被认为
是在黏附性能中起重要作用的蛋白。其中 fp 1作
为足丝的包被蛋白 [ 2] , 含有大约 80 个十肽重复序
列;而富含多巴的 fp 3和 fp 5 则在基底和黏附盘之
间的界面处起黏接作用[ 2, 3] ; Fp 2和 fp 4作为黏附
盘内的蛋白成分, 而 fp 6在通过巯基发生的交联反
应和由多巴氧化为醌等方面与其他几种足蛋白相
似[ 2, 4] 。大量研究结果显示,多巴在足丝黏附性能发
挥中起关键的作用






性,因而可被用作环境友好的生物医用黏合剂[ 8 10] 。
研究中用于细胞和组织黏附实验的是自然提取的贻
贝黏附蛋白( mussel adhesive proteins, MA Ps) , 然
而,从紫贻贝中提取得到的、含有多酚蛋白并由串联
十肽重复序列组成的 Cell T akTM , 是现在唯一商业
化应用的 MAPs。翡翠贻贝( p er na vi r idi s )足部含
有多种足丝前体蛋白, 即称为翡翠贻贝足部黏附蛋
白( P er na vi ridi s foo t pro tein, Pvfp) , 其中 Pvfp 1
含有两种特殊修饰的氨基酸( O 糖基化的 T hr 和罕




但由于 Pvfp 1 的特殊性, 我们研究了 Pv fp 提取物








A(中国 Solarbio ) , 亮肽酶素 (美国 AMRESCO) ,
PM SF(美国 BBI) , Cell T ak
TM
( BD Bioscience) , Po
ly L lysine( PLL) ( Sigma) ,天绣医用生物蛋白胶 Fi
brin Sealant (中外合资广州倍绣生物技术有限公




组织匀浆机 T 18 basic (德国 IKA 公司) , 超声
波清洗器 SK8210HP (上海科导超声仪器有限公
司; 上海汉克科学仪器有限公司) ,数显恒温磁力搅
拌器 HJ 3 (常州国华电器有限公司) ,标准型 pH 计
PB 10 (德国赛多立斯) ,生物显微镜 YS100 (日本尼
康) , 台式高速冷冻离心机 Biofuge fresco (德国
SORVALL) ,电泳仪 ( BIO RAD美国) ,核酸蛋白检
测仪 DU800 ( BECKMAN ) , 冷冻干燥机 FreeZone
( Labconco 公司) , 单人双面净化工作台 SW CJ 1F
(苏州净化设备有限公司) , 荧光倒置显微镜 (德国
ZEISS) , 石英晶体微天平 ( Q CM ) 及石英晶振片
( T echnobiochip,意大利)。
1. 3 Pvfp提取
选取壳长 6~ 10 cm的翡翠贻贝,根据以往文献
方法提取 Pvfp[ 11]。提取过程为: 从活的翡翠贻贝中
切取足部, 搜集约 20 g, 在 170 ml 5% 乙酸 (含有
0 1%甲醇、30 !mol/ L 胃酶抑素 A、30 !mol/ L 亮
肽酶素和 1 mmol/ L 苯甲基磺酰氟( PM SF)中切碎;
将切碎的足部用组织匀浆机 T 18 basic 匀浆, 4  ,
20 000 g, 离心 60 m in。取上清(约 160 ml) ,向上清
中缓慢加入 60% 高氯酸( PCA)至终浓度 1% ( v /
v) ; 搅拌 30 m in 后再次离心,上清(约 150 ml)转移
至 500 ml 离心管中; 并向管内边搅拌边加入 2 52
ml浓硫酸以酸化,然后向混合物中边搅拌边逐滴加
入 300 m l冰预冷的丙酮; 冰浴 30 min 后离心。一
部分沉淀于 4  保存于 5%乙酸中,用于后续大量黏
附实验分析,另一部分沉淀在 5%乙酸中匀浆后,调
节蛋白浓度到 1 44 mg / ml。
1. 4 电泳
根据 Ahmed 总结的操作方法 [ 12] , 对样品进行
酸尿素聚丙烯酰胺凝胶电泳( AU PA GE)。每个样
品电泳后分别以 NBT (四唑氮蓝, Nit roblue Tet









加约 10 !l(浓度为 1 44 mg/ m l)蛋白样品, 25  潮
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湿环境中( 80%相对湿度)孵育 12 h; 待蛋白样品干
燥后,各材料表面以 PBS 冲洗 2 h(同时震荡)。通
过 CBBR染色观察材料表面吸附的蛋白。以溶于
5% 乙酸的同浓度牛血清白蛋白 ( BSA ) 和 Cell
T akTM分别作阴性对照和阳性对照。
1. 6 QCM检测金表面蛋白吸附量
实验中使用直径 6 mm、共振频率 9 949 MHz
的石英晶振片(带有中心喷金电极的铬片)检测蛋白
在金表面的吸附量。将每种蛋白样品 ( 1 44 mg /
m l)各滴加约 5 !l于金表面上, 样品干燥后, 将石英
晶振片连接到 QCM 分析仪上, 检测共振频率的变
化,根据相关公式转换成所吸附蛋白的质量 [ 14, 15]。
1. 7 细胞黏附分析
在 37  ,含5%CO2 的培养环境中,采用含 10%
FBS、100IU 青霉素和 100 !g/ ml链霉素的 DMEM
培养基培养 HeLa细胞、293T 细胞。
检测 Pvfp提取物对 H eLa细胞和 293T 细胞的
黏附作用 [ 10] , 以 Cell T akTM、PLL 和未经蛋白包被
的盖玻片表面为对照。将每种蛋白样品( 1 44 mg /




书制备, Pvfp提取物样品制备方法与 Cell T akTM样
品一致。玻片于超净台中干燥, 以磷酸盐缓冲液
( PBS)洗 2 次; 将包被后的盖玻片浸入含有悬浮
HeLa细胞或 293T 细胞( 1 ! 105 cells/ m l)的培养皿
( 60 mm)中,培养基为 2 m l DMEM(无FBS)。37  
培养 1 h 后, PBS 冲洗盖玻片 5次,洗去未黏附的细
胞;黏附在盖玻片上的细胞以 0 4% ( w / v) 的台盼
兰染色以观察细胞黏附情况。
1. 8 细胞毒性分析
Pvfp提取物的细胞毒性以 MT T 比色法检测。
按上述包被盖玻片的方法向 96孔板每孔中滴加 4
!l ( 1 44 mg / ml )样品 ( Pvfp 提取物、Cel l T akTM和
PLL) , 每个样品 4个重复, 并以未包被孔作为对照。
向处理后的 96孔板中种入 100 !l HeLa 细胞( 5 !
103 cells/ m l) 或 293T 细胞( 1 ! 104 cells/ ml ) , 参照
MTT 试剂盒( AT CC, USA)说明书方法,每培养 12
h,检测一次吸光值( 490 nm)以反映细胞活性。
1. 9 对骨组织和塑料耗材的黏附
根据相关文献方法 [ 8] , 将 4 !l( 1 44 mg / ml )样
品滴于细胞培养皿上, 再将塑料枪头置于其上, 检测
培养皿与塑料枪头之间的黏附作用。同样, 用 8 !l
( 1. 44 ng / m l)样品滴于小鼠股骨断裂处, 将断裂的
两段股骨固定连在一起; Cell T akTM 和 BSA 为对




浆(蛋白∀水= 2∀1, w/ w ) [ 16]。以医用生物蛋白胶作
为对照, 样品制备按说明书操作。取 Pvfp提取物和
医用生物蛋白胶各 15 m l, 分别涂覆于聚氯乙烯
( PV C)棒( 1 ! 1 ! 5 cm3 )的连接处; 然后,取 Pvfp提




10, 最大量程 100 N)测量接合物的抗张强度。
2 结果
2. 1 电泳分析
根据 AU PAGE(见图 1)显示, Pvfp 提取物中
共有 12 种蛋白, 其中 10 种可被 NBT 染色, 显示
Pv fp提取物中大多数蛋白含有多巴或多巴衍生物。
图 1 Pvfp蛋白提取物的 AU PAGE电泳图
所有蛋白被考马斯亮蓝染色;含有 DOPA 和 DOPA 衍生物的蛋白被
NBT 染色
Fig. 1 AU PAGE analysi s of Pvfp extract
CBBR stainin g, w hole protein; NBT stain ing, DOPA/ DOPA deriva
tives contain ing protein.
2. 2 材料表面包被及 QCM分析
材料表面包被能力以及 QCM 等对 Pv fp 提取
物的小量分析结果显示, 几种材料表面包被的 Pv fp
提取物和 Cell T akTM 经双蒸水冲洗后, CBBR 染色
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显示仍然吸附在材料表面; 而材料表面包被的 BSA





与 Cell T akTM的吸附量相当, 而在盖玻片和聚苯乙





的分析结果显示, 滴加 Pvfp 提取物和 Cell T akTM
后,晶振片的频率变化分别为6 732 Hz和4 966 Hz,
比滴加了 BSA晶振片的频率变化( 1 298 Hz)大(见




减少 1 Hz就表示蛋白量增加 0 88397 ng[ 17] 计算,
金表面吸附的 Cell TakTM的量是 4 39 !g, 吸附的
Pv fp提取物的量是 5 951 !g, 吸附的 BSA 的量是
1 147 !g。该结果表明, Pvfp 提取物和 Cell T ak
TM
在金表面的吸附量多于 BSA, 而Pvfp提取物的吸附
量多于 Cell T akTM。
图 2 Pvfp提取物的吸附能力分析
( a)不同材料表面包被 Pvfp提取物, 10 !l, 1 44 mg/ ml的蛋白样品被用于包被,包被后以考马斯亮蓝 R 250染色; ( b ) QCM 分析金表面包被的
蛋白。5 !l, 1 44 mg/ ml的蛋白样品被用于此分析。
Fig. 2 Adsorption abili ty of Pvfp extract
( a) Pvfp ext ract Coatin g on variou s m aterial su rfaces. A 10 !l dr op of each 1 44 mg/ ml protein sample w as used in the coat ing, and th e coated
protein s w ere stained w ith coomassie blue R 250; ( b) QCM analysis for adsorpt ion of Pvfp ext ract on a gold surface. A 5 !l drop of each 1 44
mg/ ml protein sam ple w as u sed. Each valu e and error bar represents the m ean of t riplicate independ ent experimen ts and it s standard deviat ion.
2. 3 细胞黏附分析
蛋白样品包被的盖玻片表面经 PBS 冲洗并经




细胞在经处理后的盖玻片表面培养 1 h后, 观察到





察发现,原来附着于 Pvfp提取物和 Cell T akTM包被
区域的大量细胞仍然附着于相应区域, 而原来附着
于 PLL 包被表面的细胞则连同 PLL 一起几乎完全
被冲洗掉,残留在玻片表面的细胞数量仅与未包被
区域相当(见图 3)。
用显微镜( 100 ! )观察各蛋白样品包被盖玻片
的相同区域(见图 3d,图 3e和图 3f ) , 并计算这些区
域中的细胞数量(见图 3g ) , 发现 Pvfp 提取物包被
区域黏附的 HeLa 细胞约有 262个, Cell TakTM包被






包被区, 差异显著( P < 0 01) , 说明 Pvfp 提取物具
有较好的细胞黏附活性。对附着于玻片上细胞的台
盼兰染色结果显示,黏附细胞具有高细胞活性, 表明




MTT 比色法分析结果显示, 490 nm 处吸光值
与黏附的 HeLa细胞和 293T 细胞的活性细胞数量
呈线性相关;在分别培养了 12 h 和24 h后, Pv fp提
取物包被孔中的细胞与其他对照组相比,活性更佳,
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图 3 细胞黏附分析
( a)、(d) Pvfp提取物包被区域; ( b)、( e) Cell TakT M包被区域; ( c)、( f ) PLL 包被区域; ( g) 包被区域中一定区域吸附的细胞数( ( d)、( e)、( f ) 分
别选自 ( a)、( b)、( c) 中的包被区域)。以台盼蓝染色观察吸附细胞的活性和吸附位置。
Fig. 3 Cel l adhesion analysis of human HeLa cel ls
( a) , (d) Pvfp ext ract coated region; ( b) , ( e) Cell TakT M coated region; ( c) , ( f ) PLL coated region; ( g) The n umber of at tached cells on a se
lected region f rom the coated region; ( d) , ( e) , ( f) are s elected from the coated region of ( a) , ( b ) , ( c) , respect ively) . Th e viabilit y and locat ions
of the at tach ed cells w ere visual ized by staining with t rypan b lue.
差异显著( P< 0 01) ; 36 h和 48 h 后, Pvfp 提取物
包被孔中的细胞活性与 Cell T ak
TM
包被以及 PLL






皿表面, 而BSA 对照组则不能将两者黏接。Pv fp提
取物在黏接 3 h后,可将两者黏连,而需要 12 h完成
交联(见图 5a)。对断裂小鼠股骨的黏接实验结果
表明,交联作用完成需 14 h(见图 5b) , Cell T akTM对
照组也显示出相似的黏接效果。
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图 4 MTT分析 Pvfp提取物对 293T细胞和 HeLa细胞的细胞毒性,以 PLL和 Cel l TakTM为对照。
( a) 样品在 490 nm 处的吸光值; ( b) 包被与未包被区域的细胞活性对比。将 100 !l 293T 细胞 ( 1! 104 cells/ ml ) 或 H eLa 细胞( 5! 103 cells /
ml)接种入 96孔板中,每 12 h进行一次M TT 分析。
Fig. 4 Cytotoxicity assay of Pvfp extract compared with PLL and Cell TakTM using human 293T and HeLa cel ls by MTT assay.
( a) Absorban ce at 490 nm of the samples; ( b) comparison of cel l viabil ity betw een coated an d un coated regions. 100 !l of 293T cell s ( 1! 104
cells / ml) or H eLa cel ls ( 5! 103 cells / ml) w ere s eed ed into each w ell of 96 w ell cell plates, an d MT T assay was perform ed every 12 h.
2. 6 黏附抗张强度
将 Pvfp 提取物分别涂覆到 PV C棒的接口处和
断裂的猪股骨接口处, 检测 Pvfp 抗张强度。在对
PV C棒的黏连中, 医用生物蛋白胶的抗张强度为
0 06 MPa (见图 5e ) , 而 Pv fp 提取物抗张强度为
0 12 MPa(见图 5e) ,比医用生物蛋白胶具有将近两
倍的抗张强度。在对断裂的猪股骨黏连过程中,医
用生物蛋白胶几乎不能将其黏合, 而 Pv fp提取物则








包被和 QCM 分析中, Pvfp 提取物具有比商业化
Cell T akTM更好的吸附能力, 显示 Pvfp 提取物作为




















贻贝的最佳生存环境温度是 13  ~ 24  , 而翡翠贻
贝的最佳生存温度是 20  ~ 30  。另外研究显
示[ 11] , 翡翠贻贝对温度的耐受范围较宽 ( 7  ~
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图 5 Pvfp提取物的黏附能力和抗张强度分析
( a) Pvfp提取物 4 !l ( 1 44 mg/ m l)对实验用塑料耗材的黏接性能检测; ( b) Pvfp提取物 8 !l ( 1 44 mg/ ml ) 对断裂小鼠股骨的黏接; ( c) Pvfp
提取物 15 mg,医用生物蛋白胶 100 !l,对 PVC的黏接; (d) Pvfp提取物 30 mg,医用生物蛋白胶 200 !l,对猪股骨的黏接; ( e) Pvfp提取物和医
用生物蛋白胶在黏接 PVC棒和断裂猪股骨时的抗张强度分析。黏接物于潮湿环境中 25  孵育 12 h。
Fig. 5 Adhesion ability and tensile strength of Pvfp extract
( a) Conglut inat ion test of Pvfp ext ract on lab oratory plast ic consum ables; ( b) conglu tin at ion test of b roken mouse femur s; ( c) con glut ination on
PVC st icks ; ( d) pig fem ur s egments, f or m easuremen t of tens ile st rength; ( e) the ten sile st rength of Pvfp ext ract an d f ibrin glue in end to end
joint s of PVC st icks and pig femur segm ents. Th e join t s daubed w ith protein samples were pointed with arrows . T he quant ity of pr otein applied
to each joint was 4 !l ( 1 44 mg/ m l) in ( a) , 8 !l ( 1 44 mg/ ml) in ( b) , 15 mg of Pvfp ext ract and 100!l of f ibrin glue in ( c) , and 30 m g of Pvfp
ex t ract an d 200 !l of f ibrin glue in ( d) . Th e fix tu res w ere incubated at 25  for 12 h in a h umid environm ent . Each valu e and error bar repre
sents th e mean of t riplicate independ ent experiments and it s standard deviat ion .













原蛋白。因此, 在同样条件下, 得到 Pvfp 提取物对
细胞的黏附能力优于 Cell T akTM , 更好的说明了
Pvfp提取物的强黏附性能。以往研究显示, 重组的
MAPs比常用的细胞黏附材料 PLL 具有更好的细
胞黏附能力[ 9] ;本研究中的 Pv fp提取物也同样具有
比 PLL 更佳的细胞黏附性能,说明这种防水的贻贝
黏附蛋白提取物应用于细胞黏附实验具有一定的优
势, 而 PLL 则较易被水冲洗掉, 且在人体内易引起
组织坏死以及直接或间接引起炎症反应[ 19]。
对小鼠骨组织的黏接实验显示, Pv fp 提取物与










Fe( NO 3 ) 3、高碘酸盐, 或是其他具有较好生物相容
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